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研究成果の概要（和文）：癌細胞内のGLO1が核内でどのように悪性化を促進しているのかを核内蛋白質を抽出し
てGLO1と結合する蛋白質同定を目標とした。
（１）マウス線維肉腫プログレッサーQRsP11細胞とヒト膵癌細胞KLM1から核内蛋白質を抽出し抗GLO1抗体による
Co-IPを行ったが有意なバンドを検出することができなかった。（２）QRsP11とKLM1のGLO1高発現株を作製し
CoIPを行ったが同定には至っていない。（３）Bio-IDを付けたGLO1高発現株を作製したが発現が細胞質でのみ確
認できたため、BioID-GLO1は核に入らない可能性が考えられた。（４）膵癌の肝転移の肝生検組織からオルガノ
イドを樹立できた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to identify the proteins which associate to GLO1 in
 the nucleus of malignant progression clones. (1) Albeit we performed Co-IP with GLO1 in QRsP11 and 
KLM1 cells, we could not get any band in Co-IP precipitates. (2) We established GLO1-overexpressed 
QRsP11 and KLM1 cells, and performed Co-IP with FLAG-tag. Now co-workers are performing MS analysis.
 (3) We also established BioID-GLO1 transduced cells to let Co-IP become easier and securer. 
However, BioID-GLO1 molecule could not translocate to the nucleus. (4) We could establish the 
pancreatic cancer organoid from the pancreatic cancer tissue in the liver for further investigation 
of GLO1 function in cancer malignant progression. 

研究分野：癌の悪性化

キーワード： GLO1　膵癌　悪性化　プログレッション　プロテオミクス　オルガノイド　BioID
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの研究成果からGLO1が予後不良の膵癌を筆頭に悪性化進展癌細胞の中で核に高発現し癌細胞の浸潤に深
く関与していることがわかっている。GLO1が核でどのように働いて癌の悪性化が進展していくのかをGLO1と核内
で結合する蛋白質を同定して明らかにするために人為的にGLO1を高発現させて結合蛋白同定を試みた。この人為
的に高発現させたGLO1は細胞質のみならず核に局在していることも確認できた。現在CoIP後の試料を質量分析す
る段階にまで来ている。CoIPの精度をを上げるためにBio-IDを付けたGLO1高発現株を作製したが核に入らないこ
とが明らかになったためCoIPには用いることができなかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
浸潤性膵管癌の 5年生存率は 1-4％と非常に予後不良であり、発見時に手術不能症例が大多数
を占める。その理由のひとつとして膵癌の高転移能、高浸潤能が挙げられる。そこで、膵癌の高
転移能、高浸潤能に関与する蛋白質同定を目的として膵癌組織のプロテオーム解析を行ったと
ころ、膵癌組織中の GLO1 が周辺の非癌部組織と比較して有意に高発現していることが明らかと
なった (Anticancer Res 32: 3219-3222, 2012)。また、Naito 等が樹立して報告している腎細
胞癌 (J Natl Cancer Inst 78: 377-385, 1987)の高転移クローン SN12Cpm6、中高転移クローン
SN12C clone 2、中低転移親株 SN12C、低転移クローン SN12C clone 4 の比較プロテオーム解析
を行ったところ、GLO1 の発現が転移能に比例して増強していることが明らかとなった。また、
スキルス胃癌の高転移株と低転移株での比較解析においても高転移能と GLO1 の発現が比例して
いることがわかった (Oncol Rep 30: 2365-2370, 2013)。さらに慢性炎症誘発の実験的マウス
の線維肉腫悪性化進展モデル QR32 細胞（退縮型）と QRsP11 細胞（悪性進展型）のプロテオーム
解析の結果から、悪性進展型 QRsP11 細胞における有意な GLO1 発現の増強、さらに悪性進展型
QRsP11 細胞における GLO1 の明らかな核への局在、そして GLO1 ノックダウンによる QRsP11 細胞
の migration の有意な抑制を明らかにしている (Electrophoresis 35: 2195-2202, 2014)。 
 
２．研究の目的 
これまで明らかにしてきた① GLO1 は、浸潤能・転移能が高いより悪性の癌細胞に高発現して
いる。② GLO1 は、より悪性である癌細胞の migration を促進する。③ GLO1 は、より悪性であ
る癌細胞の核内に局在しているという３点に着目し、本研究では、QRsP11 細胞内の GLO1 が核内
でどのような働きを行って、migration を促進しているのかを GLO1 と DNA が結合して遺伝子の
発現に影響しているという仮説ならびに、GLO1 と他の蛋白質が結合して核内に移行し、
migration 促進に何らかの影響を及ぼしているという仮説から、悪性化進展細胞の核内から蛋白
質を抽出して GLO1 と結合する DNA や蛋白質を同定して GLO1 が悪性化進展細胞の核内でどのよ
うな役割を果たしているかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）GLO1 の Co-IP による核内蛋白質の同定  
QRsP11 細胞から NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher)
を用いて核内蛋白質を抽出し(Electrophoresis 35: 2195-2202, 2014)、Dynabeads Co-
Immunoprecipitation Kit (Novex)と抗 GLO1 抗体による Co-IP を行い、SDS-PAGE で分離後にゲ
ルから切り出してトリプシンによるゲル内消化を行い、質量分析により QRsP11 細胞の核内で
GLO1 と結合する蛋白質の同定を行う。 
 
（２）GLO1 の強制発現株樹立と GLO1 の Co-IP による核内蛋白質の同定 
 GLO1 の Co-IP による核内蛋白質の同定を QRsP11 細胞から NE-PER 
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents を用いて核内蛋白質を抽出し Dynabeads Co-
Immunoprecipitation Kit(Novex)と抗 GLO1 抗体による Co-IP を試みたが、有意な蛋白バンドを
検出できなかったため、膵癌細胞株 KLM1 とマウスプログレッションモデル線維肉腫株 QRsP11 へ
のトランスフェクションによって GLO1 高発現株と Bio-ID を付けた GLO1 高発現株を作製し、
GLO1 との Co-IP を行い、SDS-PAGE で分離後にゲルから切り出してトリプシンによるゲル内消化
を行い、質量分析により QRsP11 細胞の核内で GLO1 と結合する蛋白質の同定を行う。 
 
（３）膵癌組織からのオルガノイド樹立と培養 
 膵癌組織摘出後の癌組織をコラゲナーゼで消化、分離後に特殊なマトリクスを敷いた培養デ
ィッシュで培養してオルガノイドを樹立する。オルガノイドは二次元培養の癌細胞株とは異な
り培養過程による遺伝子の変異が入りにくく、癌組織中の癌細胞の性質を保持している点で癌
細胞の in vivo での造腫瘍性、転移能を見るのに適しているため、GLO1 関連蛋白質同定後の機
能評価のためにオルガノイドを準備しておく(Cell 160: 324-338, 2015)。既に山口大学の倫理
委員会の承認を得ており、患者にはインフォームド・コンセントを得て実施する。 
 
４．研究成果 
（１）マウス線維肉腫プログレッサーである QRsP11 細胞から NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction Reagents (Thermo Fisher)を用いて核内蛋白質を抽出し、Dynabeads Co-
Immunoprecipitation Kit (Novex)と抗 GLO1 抗体による Co-IP を行い、SDS-PAGE で分離を行っ
たが CBB 染色はもちろん、silver staining を行っても Heavy chain と Light chain 以外に有意
なバンドを検出することができなかった。さらにヒト膵癌細胞株 KLM1 細胞からも同様に核内蛋
白質を抽出し Co-IP を行い、SDS-PAGE で分離を行ったが、やはり有意なバンドを検出すること
ができなかった。 
 
（２）マウスプログレッションモデル線維肉腫株 QRsP11 と膵癌細胞株 KLM1 とへのトランスフ
ェクションによって GLO1 高発現株を作製した。また、Bio-ID を付けた GLO1 高発現株も同様に



作製した。Bio-ID とは、目的蛋白質にビオチンリガーゼを融合させ目的蛋白質と相互作用した
蛋白質をビオチン化させ、このビオチン化された蛋白質をアビジンに結合させることで容易に
分離・回収した後に質量分析で同定する方法である。目的蛋白質にタグを付けて分離・回収を行
う従来の手法とは違って、例えば結合が微弱であったり、結合の時間的な長さが非常に短い場合
でもビオチン化されていることで目的蛋白質と相互作用する蛋白質の同定が可能である。 
１）マウス GLO1（mGLO1）（GFP、mGLO1、BioID-mGLO1、BioID（コントロール）、BioID-luc2(コ
ントロール)をリグレッション・クローン QR-32 に発現させたところ 90％以上の細胞で発現させ
ることができた。また同様に、ヒト GLO1（hGLO1）を PDAC 細胞株 KLM1 に発現させたところ、90％
以上の細胞で発現が確認できた。 

 
さらに、導入した遺伝子発現の局在を調べたところ、BioID-GLO1 以外のいずれも細胞質、核
での発現が確認できたが、BioID-GLO1 は細胞質でのみ発現が確認できたため、BioID-GLO1 は核
に入らない可能性が考えられた。GLO1 自体小さな蛋白質なので BioID をつけると局在に大きく
影響した可能性が考えられた。

 
 
２）残念ながら、当初の計画とは異なり BioID-GLO1 を用いた方策がうまくいかなかったため、
Flag-GLO1 発現を用いての CoIP での同定に変更した。KLM-1：tet-3xFLAGEGFP、KLM-1：tet3xFLAG-



hGLO1、QR32：tet-3xFLAG-EGFP、QR32：tet3xFLAGhGLO1 を作成し FLAG 磁気ビーズ(M8823-1ML, 
Sigma)を用いて GLO1 と核内で結合している蛋白質を回収した後にグリシンを用いて抽出を行い、
トリプシンと Lys-C を用いて消化した後に蛋白質の同定を熊本大学医学部の荒木令江先生との
共同研究で行っている。 

 
 
 
 
（３）膵癌組織摘出後の癌組織をコラゲナーゼで消化、分離後に特殊なマトリクスを敷いた培養
ディッシュで培養してオルガノイド樹立を目指したが、膵癌組織からの樹立は困難を極めた。最
終的に膵癌の肝転移が疑われる患者の肝生検組織から樹立できた。 
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